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Recenzja pracy doktorskiej Katarzyny Ratajczak: ,,Dzialanie cytotoksyczne i
proapoptotyczne resweratrolu na wybrane nowotwory przewodu pokarmowego w
badaniach in vitro”

Promotor pracy: prof. dr hab. Piotr Dziegiel
Promotor pomocniczy: dr Sylwia Borska

Od  dziesigcioleci wrasta zachorowalno$¢ na nowotwory w  krajach
wysokorozwinietych. Przyczyny tego sg ztozone, co nie zmienia faktu, ze wystepuje pilna
potrzeba walki z t3 straszng chorobg. Do niedawna gtéwnymi sposobami walki z
nowotworami, poza zabiegami chirurgicznymi i napromieniowaniem zmian, byly klasyczne
leki chemioterapeutyczne o niskim poziomie specyficznosci. Ostatnio do zestawu srodkow
dotaczyty inhibitory kinaz tyrozynowych, przeciwciata monoklonalne oraz techniki stymulacji
uktadu immunologicznego. Jednym z waznych podejs¢ terapeutycznych jest takze uzycie
naturalnych, najczesciej roslinnych zwigzkéw bioaktywnych wystepujacych w naturalne;j
diecie cztowieka dla ktérych udowodniono aktywnos$¢ przeciwnowotworows. S3 to
najczesciej zwiazki polifenolowe, ktérych selektywny mechanizm dziatania powoduje, ze
wigze sie z nimi duze nadzieje na poprawe procedur leczniczych oraz zmniejszenie
toksycznosci terapii. Do takich ciekawych, ale wcigz wykorzystanych w niewielkim stopniu
zwigzkéw nalezy resweratrol - naturalna pochodna stilbenu wystepujaca w nasionach i
owocach kilkunastu roslin. Jego wiasciwosci hamowania proliferacji komodrek
nowotworowych oraz zmniejszania opornosci komoérek wzgledem klasycznych
chemioterapeutykéw czyniag z niego ciekawy obiekt badan. Jednak jego zastosowanie
ogranicza bardzo niska rozpuszczalnos¢ w wodzie, staba biodostepnosé, jak rowniez szybki
metabolizm. Réwnoczesnie z pracami badawczymi nad resweratrolem trwajg prace
rozwojowe w celu opracowania metod jego wydajnego dostarczenia w postaci roznego

rodzaju nanono$nikéw, a nawet suplementéw diety. O waznosci badan nad



resweratrolem $wiadcza réwniez informacje powtarzane w prasie popularnonaukowej, a
potwierdzone przez rzetelne badania naukowe, ze wysokie dawki doustnego resweratrolu

- podane razem z ubichinolem wptywaja na spowolnienie rozwoju glejaka wielopostaciowego.

W trend badania naturalnych zwigzkéw polifenolowych w kontekscie wspierania
obecnych terapii nowotworowych wpisuje sie rozprawa doktorska mgr Katarzyny Ratajczak
zatytutowana: ,Dziatanie cytotoksyczne i proapoptotyczne resweratrolu na wybrane
nowotwory przewodu pokarmowego w badaniach in vitro”. Promotorem pracy jest Prof. dr
hab. Piotr Dziegiel, a promotorem pomocniczym jest dr Sylwia Borska. Praca ta powstata w

Katedrze Morfologii i Embriologii Cztowieka, w Zaktadzie Histologii i Embriologii.

Zespot, w ktorym doktorantka wykonata swoje badania znany jest miedzy innymi z
badarn nad naturalnymi zwigzkami roslinnymi i ich wptywem na wielolekoopornosé
nowotworédw. Praca sktada sie z cyklu trzech monotematycznych prac poswieconych
aktywnosci resweratrolu wzgledem nowotworéw uktadu pokarmowego. Dwie sposrdd cyklu
to prace eksperymentalne, a jedna to wartosciowa praca przeglagdowa. Sumaryczny
wspotczynnik oddziatywania (IF) publikacji stanowigcych dokonanie naukowe doktorantki to
11,725 (295 punktow MNiSW). We wszystkich pracach doktorantka jest pierwszym autorem
oraz jednoczesnie autorem korespondujgcym, co $wiadczy o jej kluczowym zaangazowaniu w
proces powstawania manuskryptow, edycji oraz pézniejszym procesem odpowiedzi na uwagi
recenzentéw i finalng ich korekte. Deklarowany udziat w publikacjach doktorantki mozna
uzna¢ za dominujacy. Dodatkowo doktorantka jest wspétautorem kolejnych 4 prac

badawczych oraz 14 doniesiert konferencyjnych.

Cykl publikacji opatrzony jest krétkim wprowadzeniem pozwalajgcym rozeznaé sie w
tematyce jaka zajmowata sie mgr. Katarzyna Ratajczak, dalej znajduje sie rozdziat poswiecony
Zatozeniom i celom pracy oraz rozdziat Streszczenie, w ktérym doktorantka streszcza
najwazniejsze wyniki uzyskane w poszczegdlnych pracach. Ten rozdziat pozwala przygotowac
sie na lekture poszczegdlnych publikacji oraz podaje najwazniejsze osiggniecia. Dalej znajduja
sie wpiete prace bedgce dokonaniem naukowym doktorantki oraz krotki rozdziat
Podsumowanie i wnioski, w ktérym doktorantka wylicza najwazniejsze wnioski ptynace z
wykonanych badan. Na koncu znajdujg sie oSwiadczenia wszystkich autoréw prac i pozostaty

dorobek naukowy.



Praca doktorska mgr Katarzyny Ratajczak jest zbiorem ciekawych i wartosciowych
badan poswigconych wptywowi resweratrolu na komérki wybranych nowotworéw przewodu
- pokarmowego. W pracy nr | s3 to nowotwory zotadka, z ktérych dwie wybrane linie
charakteryzowaty sie opornoscig na cytostatyki: daunorubicyne - linia EPG85-257RDB, oraz
mitoksantron - linia EPG85-257RNOV, natomiast trzecia uzyta linia to linia wrazliwa na
cytostatyki - EPG85-257P. Na wstepie wykonano badania ekspresji genéw i biatek zwigzanych
z opornoscig wielolekowg (real-time PCR oraz Western Blot) oraz potwierdzono obecnoé¢ tych
biatek w liniach komérkowych metoda innunofluorescencji. Potwierdzono ekspresje genu
ABCB1 odpowiedzialnego za opornos¢ na daunorubicyne. Co istotne traktowanie komarek
resweratrolem w stezeniu 30 puM znaczaco obnizyto ekspresje tego genu a tym samym
obnizyto poziom odpowiadajgcego mu biatka. Dodatkowo traktowanie resweratrolem
obnizyto poziom ekspresji genu ANXA1, ktéry jest posrednio zwigzany z opornoscia.
Zaobserwowano takze wzrost poziomu aneksyny | gdy komérki traktowano zwiekszajacym sie
stezeniem resweratrolu. Do innych bardzo waznych obserwacji nalezy odkrycie, ze resweratrol
obniza poziom biatka tioredoksyny - bardzo wainego komédrkowego reduktora
odpowiedzialnego za réwnowage wolnorodnikowa komérek. Brak tioredoksyny zwieksza
prawdopodobiedstwo skutecznego dziatania daunorubicyny poprzez mechanizmy
wolnorodnikowe. W przypadku linii komérkowej opornej na mitoksantron zauwazono réwniez

obnizenie ekspresji tioredoksyny co ma takie samo znaczenie jak w przypadku daunorubicyny.

W drugiej pracy eksperymentalnej (praca nr lll) badano trzy wybrane linie nowotworu
trzustki. Rak trzustki jest niezwykle trudnym do zdiagnozowania i leczenia nowotworem.
Znalezienie sposobu na dostarczenie substancji wptywajacych na zmniejszenie sie opornoéci
komodrek tego raka na chemioterapetyki (np. gemcytabine, oksaliplatyne, irynotekan)
pozwolitoby uzyskac zwiekszong odpowiedz na leczenie i wydtuzenie $redniego czasu zycia
pacjentéw. Obecnie wiekszos¢ prac skupia sie na dziataniu na podscielisko tego nowotworu,
ale réwniez spora czes¢ badan zwigzana jest z prébami zastosowania naturalnych substancji
takich jak kurkumina czy resweratrol. Do badan wybrano trzy linie nowotworowe: opornych
komodrek EPP85-181P i EPP85-181RNOV oraz linii przerzutowej AsPC-1. Dodatkowo badania
rozszerzono o prawidtowg linie komdrek trzustkowych H6c7. Stosujac metode MTT wykazano
cytotoksyczne dziatanie resweratrolu na komérki raka trzustki. Jako maksymalne stezenie

wybrano stezenie 200 pM, ktére jest mato realistyczne z punktu widzenia aplikacyjnego,



jednakze stezenia 25 pM lub nawet 50 uM moga by¢ teoretycznie osiggalne po zastosowaniu
odpowiednich nosnikdw lekéw. W trakcie prac zbadano cykl komérkowy i wykazano, ze w
przypadku wybranych linii raka trzustki obserwuje sie zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie
GO/G1 oraz czesciowo w fazie S. Co ciekawe silniejszy cytotoksyczny wptyw resweratrolu
obserwowano w przypadku linii opornych niz wzgledem linii przerzutowej AsPC-1. W pracy
badano réwniez poziom biatek proapoptotycznych (BAX i BCL2) oraz dokonano oceny poziomu
biatek zwigzanych z procesem apoptozy. Wykonane w zespole reakcje immunocytochemiczne,
ktore stuzyty ocenie wptywu resweratrolu na poziom biatek zwigzanych z procesem apoptozy,
wykazaty zalezny od stezenia resweratrolu spadek poziomu biatka Bcl-2 oraz wzrost poziomu
biatek Bax oraz Kaspazy-3 we wszystkich badanych liniach komérkowych, czego nie
obserwowano w przypadku prawidtowej linii trzustkowej. W powyzszych badaniach
postugiwano sie metodami real-time PCR, Western-blot, TUNEL, cytometrig przeptywowa,
mikroskopig konfokalna, testami kometkowymi, immunocytochemicznymi i innymi.
Doktorantka moze sie poszczyci¢ szerokg znajomoscig metod i technik, ktérymi w wiekszosci
biegle sie postuguje. Opisane badania sg kompletne i pozwalajg scharakteryzowaé¢ wptyw
resweratrolu na komérki. Jako uzupetnienie wykonanych badan moina by pokusié sie o
wykonanie badan poziomu wolnych rodnikéw w komdrkach, co przy inhibicji ekspresji
tioredoksyny mogtoby przynies¢ ciekawe wyniki w poréwnaniu np. do linii prawidtowej i rzucié
dodatkowe $wiatto na mechanizm dziatania tego polifenolu. Mam jeszcze pytanie dotyczace
badan synergizmu resweratrolu i daunorubicyny/mitoksantronu (rak zotadka) Ilub
resweratrolu i gemcytabiny (rak trzustki) czy prébowano wykonaé testy indeksu kombinacji
dla tych substancji wobec opornych linii nowotworowych? Czyli inaczej méwiac, czy mozemy
bezposrednio potwierdzi¢ dziatanie resweratrolu jako czynnika znoszacego lub przynajmniej
zmniejszajgcego opornos¢ wielolekowg opornych komdrek? Prosze o krétki komentarz do

tych pytan.

W zestawie prac bedacych osiggnieciem doktorantki znajduje sie takze ciekawa praca
przegladowa, ktéra z jednej strony stanowi osobne osiggniecie kompilacyjne, wymagajace
selekcji a nastepnie syntetycznej analizy i opisu 101 publikacji, a przy okazji jest dobrym
wstepem wprowadzajacym w zagadnienia wptywu resweratrolu na nowotwory. W pracy
opisano dostepne do tej pory informacje dotyczace wptywu resweratrolu na komorki

nowotworéw przewodu pokarmowego. Czytajac te publikacje znajdujemy potwierdzenie dla



przypuszczenia, ze resweratrol podnosi poziom ROS w niektdrych typach nowotwordw. Tutaj
tez znajduje sie komentarz do obserwowanych duzych réznic pomiedzy osigganymi obecnie
stezeniami resweratrolu w osoczu po spozyciu czystego zwigzku (najwyzej kilku mikromolowe
stezenie), a jego stezeniem stosowanym w badaniach. Doktorantka zaznacza, ze zastosowanie
tego polifenolu musi by¢ zwigzane z rozwojem odpowiednich nosnikéw dla tego zwiazku, aby

jego praktyczne zastosowanie byto mozliwe.

Wykonane badania stoja na wysokim poziomie merytorycznym i instrumentalnym i
stanowig wazne uzupetnienie wiedzy na temat mechanizmu dziatania resweratrolu oraz jego
potencjalnej roli w nowych terapiach nowotworéw. Z technicznego punktu widzenia wszystkie
opublikowane prace zostaty starannie zredagowane i poprawione przez ich recenzentéw. Z
tego powodu nie mam komentarzy do brakéw technicznych publikacji. Osobne Wprowadzenie
i Wstep oraz Streszczenie zostato dobrze napisane. Nie bardzo rozumiem pierwszego zdania
trzeciego akapitu Wprowadzenia, poza tym nie mam zastrzezen do pozostatej czeéci w jezyku

polskim.

Podsumowujac wykonane badania wnosza znaczacy wktad do wiedzy zwigzanej z
wptywem resweratrolu na komorki raka zotadka i trzustki. Zostaty one starannie zaplanowane
i wykonane. Wkifad doktorantki w prace jest dominujacy, a wyniki przekonujgce. Wspétczynnik
oddziatywania prac jest wystarczajacy, a caty dotychczasowy dorobek takze zastuguje na
uwage. Pozostaje kontynuowac rozpoczete prace i rozwingé je o badania praktyczne na

modelu zwierzecym.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska spetnia warunki ustawowe okreélone w art.
13. ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016, poz. 882), dlatego wnioskuje do wysokiej
Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Ratajczak do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.



